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服 部 憲 尚
各種悪性腫瘍の 発症 にE Bウイ ル ス (Epstein-Barrviru S, E B V) の 関与 が注目 さ れ て い る が , 本研究 で は 胃原発非ホ ジ キ
ン 1) ン パ 膿 (n o n-Hodgkin
,
slym pho m a, N HIJ に ど の 程度 E B V が関 っ て い る かを E B V がコ
ー ドする 核内小 R N A(E B V-e n COded
s mall R NA E B E R) に対す る生体内局所 ハ イ プ 1) ダイ ゼ
ー シ ョ ン (in situ hybridiz atio n,IS H) お よ び 免疫組織化学染色を用い て
検討 し た. 対 象は金沢大学医学部附属病院第三内科お よ び関連病院に お ける 胃原発 NHL66例 で , 生検あ る い は摘出標本 の パ
ラ フ ィ ン 切片を脱 パ ラ フ ィ ン 後E B E R に てIS H を行 い 潜伏感染の 有無を検索 した . 同時 にリ ン パ 腫発症と の 関係を知 る目的で ,
潜在E B V関連遺伝子産物であ る膜蛋白 qate nt m e mbran eprotein -1, L M P-1) お よ び E B V関連核抗原(E B VNa S SO Ciated n u cle ar
antige n-2, E B N A:2), P53蛋白 に つ い て その モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 (m o n o clo n al antibody, M oAb) を用 い て 免疫染色を行 い 検討 し
た . さ ら に 陽性例 に つ い て はbcl-2蛋白を その M oAb を用 い て検索 した . 対照 と して 同様の 検討 を節性 B細胞性 N H L5 4例で も
行 い 比較 した . そめ結果, E B E Rは胃原発 N H L6例 (9.1 %) で 陽性 とな っ た . そ の うち2例 は 粘膜関連リ ン パ 組織型 (m u c o s aM
a s so ciated lym phoid tis sue , M AIn l) ン パ 渡 で あ っ た . E B E R陽性6例中4例 で L M P-1 は陽性で あ っ たが , E B N Ar2 は全例で 陰
性 であ っ た . p53蛋白は高悪性度 M A L T リン パ 腫 の 1例で 陽性 であっ た が, 低悪性度 MAIX
l) ン パ 腫で は E B E R検出の 有無 に
か か わ らず全例陰性であ っ た . bcl-2蛋白 は6例中3例で 陽性であ っ た . 対照 の 節性 B細胞性 N H L で は全例 E B E R は陰性 であ っ
た , E B E R陽性胃原発 N H L は高齢者 に多く , い ずれ も巨大腫痛ま た は 巨大潰瘍を形成 して い た に もか か わ らず , 全例寛解,
生存中で あり予後は比較的良好である と考え られ た. し たが っ て 胃原発 N H L における E B Vの 関与 は, 新 た な予後予測因子 の
一 つ とな る可能性が あるも の と考えら れ た .
Eey w o rds Epstein -Ba r rviru S, Epstein -Ba rr vir u s- e n C Oded s m all R N A, prim a ry ga striclym pho m a, in situ
hyb ridizato n
E B ウイ ル ス (Epstein-Bar r viru s, E B V) は ア フ リ カ の バ ー キ
ッ トリ ン パ 腫 1)患 者か ら発見さ れ た ヘ ル ペ ス 属 の D N A ウ イル
ス 2)で , B リン パ 球 に 感染 し, 感 染 した B リン パ 球 を不死 化す
る こ と が 知 ら れ て い る . 通常 は唾液 を介し て 口 腔粘膜 上皮 や B
リ ン パ 球 に感染 し, その 一 部が 免疫監視機構 を逃 れ潜伏感染細
胞 と して 存在 し続け る3)4).
近年の 分子生物学的手法 の 進歩 に より, 種 々 の 良性あ る い は
悪性疾患で E B Vの 関与が 明 ら か と な っ て きて お り , 悪 性リ ン
パ 増殖性疾患 や 固形腫瘍 の 一 部 で も 関連 が 報告 さ れ て い
る
5)､ 8)
. 特 に後天 性免疫不全症候群 や臓器移植 に お け る免疫抑
制剤投与の 患者に合併 した 悪性 リ ン パ 腫 を含むリ ン パ 増殖性疾
患 で は , 増殖 し たリ ン パ 球内 にEB Vが コ ー ドす る 核内小 R N A
(E B Vle n c oded s mal1 R N A, EB E R) が 高頻度 に検出さ れ る
9)1 0)
こ れ ら の こ と や E B V が B リン パ 球 を不死化す る 11)こ と な ど か
ら, E B V が リン パ 腫発症の 重要な原因の 一 つ で ある と考えら れ
て い る . ま た , E B E R に よ る生体内局所 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー ショ
ン (in situ hybridizatio n,IS H) 法の 開発に よ り 容易 にE B V感染
の 有無 が観察 でき る よう に な っ た た め に , こ れ ま で E B V との
関連が 想定 さ れ て い な か っ た 上 皮性ある い は 非上 皮惟膿瘍でも
検索 が な さ れ る よう に な っ た . 特 に胃 癌で E B Vの 存 在を証明
し た と の 報告が 相次 ぎ, 日本 人で は 胃痛症例 の 8.6 % に癌組織
で の E BV の 感染 が 証明 さ れ て い る 1 2). 組織 型で は リ ン パ 上皮
腫類似胃癌 に高頻度 に E B Vの 潜伏感染が認 め ら れ て い る . 胃
粘膜 へ の 感染樫路 に つ い て は, リ ン パ 球 を 介す る経路 や唾即】
の E B V粒子 の 嘩下 を介する経路 な どが想定
1 3)1 4)され て い る .
こ の よう な背景か ら本研究で は, 胃原発非 ホ ジキ ン リ ンパ腫
(n o n-Hodgkin
,
slym pho m a, N H l) にお け るE B Vの 関与 を検討し
た . なお , 対照 と して 節性 B細胞性 N H Lを選 び比較 し た. 検
索 方法と して はE B E R によ るIS H(E B E R-IS H) 法15)1
6)を用いた･
E B E R は E B V に持続感染 した細胞内で は 大量 に発現 し ており,
平成10年1月13日受付, 平成10年4月21日受理
A bbreviatio n s: D E P C, diethylp yr oc arbo n ate;E B V, Epstein-Barrviru S;E B E R, E B V- e n C Oded s m allRNA;EBNA･
Epstein-Barrviru S- a S S O Ciated n u cle ar antigen;FIT C,flu or es ceinis othio cya n ate;IS H,in situhyb ridizato n;L MP,1atent
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その 細胞1個当りの コ ピ
ー 数は1 0
7
個 に も及ぶ た め に , E B E R-
IS 日は現在用 い ら れ て い る E B V検出法 の なか で 最も感度が 高
い
. 本法 は, 通常 の パ ラ フ ィ ン 標本 で の 検 出が 可 能で , しか も
組織の 形態保持が 良い こ と か ら E B V感染細胞 の 種類 を同定 で
き, また, 形質発現を保持 した 状態でIS H によ る 観察が で きる
とい う利点がある .
さ ら に本研究 で は , 潜在 E B V関連遺伝子産物 と して 膜蛋白
Oate nt m e mbran eprotein
-1, L M P-1
17)), E B V関連核抗原 (E B Vq
as o ciated n u cle a r a ntige n
-2, E B N ん2
1 8)) に つ い て も検討 した .
また, こ れ ら によ っ て 発現 に影響を受ける と 考え られ て い る が
ん抑制遺伝子産物 であ るp53蛋白
1 9)2 0)
, が ん遺伝子産物 である




表1 に示す よう に , 対 象 は1 985年か ら1996年まで の 12年間
に金沢大学医学部附属病院第三内科お よ び 関連病院にお い て 胃
原発N H L と診断 さ れ た 66例 で , 内訳 は外科的切除標本46イ札
内視鏡下生 検標本2 0例 で ある . 性別は 男性39例, 女性27例で ,
年齢の 中央値 は5 9歳 で あ っ た . な お , 胃原 発 と診断 した 根拠
はDa w s o nら
2 2)の 診断基準 に従 っ た . 対照群 と し て節性 B細胞
性N HL54例を用 い た . 性別 は 男性34例, 女性20例で , 年齢の
中央値 は55歳で あり, 胃原発N H L群 と比較 して 大き な偏り は
認め なか っ た . 病理 組織学的分類 は, ワ ー キ ン グ フ ォ ー ミ ュ レ
ー シ ョ ン (Wo rking Fo r m ulatio n) 分類に従 っ た . 但 し, MJ M
リン パ腫 に つ い て は , こ の 分類と は別 に示 した .
1l. 方 法
1. 生体内局所 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
ホル マ リ ン 固定後, パ ラ フ ィ ン包捜 さ れ常温 で保存さ れ て い
た ブ ロ ッ ク 標本よ り ミ トク ロ ー ム を用い て 切片を作製した . ス
ライ ドグ ラ ス には 切片の 剥離 を防l上す るた め にシ ラ ン コ ー テ ィ
ン グス ライ ド(D A K O, Glo strup, De n m ark)を用い た . 標本 はキ
シ レ ン に て脱 パ ラ フ ィ ン した後, ア ル コ ー ル系列を通 して風乾
した . 次 に プ ロ ー ブの 浸透性 を高め る ため に除タ ン パ ク処理 を
行 っ た . まず, 0.2 N塩酸 に10分間浸 し, つ づ い て 0.15 M NaCl
を含む0.05M トリス 塩 酸綬衝液 (trisbuffe red s alin e, T B S)
(pH 7.6)(D A KO) で 3分ず つ 3 回洗浄 した . 次 に プ ロ テ ア ー ゼ
K(D A K O) をT B S で10FL g/mlの 濃度 に調整 し, 37℃で 5分間
浸 し た . そ の 後 ジ エ チ ル ピ ロ カ ー ポ ネ ー ト
(diethylpyro c arbo n ate, D E P C) (Sigm a,StLouis, U S A) を蒸留水
で0.1 % に調整 し, 一 昼夜室温放置 し オ ー ト ク レ ー プ に か けた .
こ の 0.1 % D E P C溶液を用い て 3 分ず つ 3珂洗浄 し, 再 び ア ル
コ ー ル 系列を通 し て 風乾 した . 続 い て ハ イ プリ ダイズ する プ ロ
ー ブ が 非 特異的に結合 しな い よ う に , 0.2 5 %無 水酢酸を含む
0.1 M トリエ タ ノ ー ル ア ミ ン (和光純薬工業, 大阪)溶液に切片
を浸 し て ア セ チ ル 化 し, 0.1 % D E P C溶液で 3分ず つ 3 回洗浄
した後 , ア ル コ ー ル 系列を通 して 脱水, 風乾 した.
次 に フ ル オ レ ッ セ イ ン イ ソ ナ オ シ ア ネ p ト (flu o r e s c ein
isothio cya n ate, FIT C)標識 E B E R オ7) ゴ ヌ ク レ オチ ドブ ロ ー プ
(D A E O)を用 い て ハ イ プり ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た
23)
. 切片に
約2 0/ノ1の プ ロ
ー ブを滴下 し, リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ によ る プ ロ ー
ブ の 分 解 を 防止す る た め に シ リ コ ン 処 理 し た カ バ ー グ ラ ス
(Sigm a) をの せ て , 37℃ で 2時間湿潤箱の 中で ハ イ プ り ダイ ゼ
ー シ ョ ン を 行 っ た . ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 彼 の 洗浄 は ,
T B Sの 中で カ バ ー グラ ス を はず した 後, 同 じ液で 5分ず つ 3回
行 い , 次 に 標準 ク エ ン 醸 食塩水 (sta nda rd s alin e citr ate)
(D A K O) に 37 ℃ で 3 0分間浸 した . ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン し
た プ ロ ー ブの 発色は , 以 下の よ うに行 っ た . 標本 をT B S で 5分
間 1回洗浄後, 濾紙で 切片同園の 余分な水分を除去 し, ア ル
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F,follicular;D,diffuse; MAL T, m u CO S a- aSSO Ciated lymphoid tiss u e;B, B
- C ell;T,T- Cell.
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カ リ フ オ ス フ ァ タ ー ゼ標識抗 FIT C ウサ ギ ポリ クロ ー ナ ル 抗体
(D A EO) と20分間反応さ せ た後 T BS で 3分ず つ 2 回洗浄 した .
次 に発色基質 (5-br o m o-4- Chlo r o-3-indo xylpho sphate/nitr o
blu etetra z oliu m chlo ride) (D A K O) を用い て 暗所 で 1 時間反応
させ た
24)
. そ の 後流水で洗浄し, 0.1 %メ チ ル グ リ ー ン (Sigm a)
溶液で後染色 を行い , グ リ セ ロ ー ル ゲ ル (D A K O) に て 封 入 し
た . 陽性 コ ン ト ロ ー ル と して 既知の E B E R陽性ホ ジ キ ン病 リ ン
パ 節組織 パ ラ フ ィ ン 包埋薄切標本 (D A K O より供与) を, 陰性
コ ン ト ロ ー ル と して 既知の E B E R陰性ホ ジキ ン 病 リ ン パ 節 組織
パ ラ フ ィ ン 包埋薄切標本(D A K O より俵与)を用 い た . 腫 瘍細




抗 E B V L M P-1 マ ウ ス モ ノ ク ロ M ナ ル 抗 体 (m o n o clo nal
a ntibody, M oAb) (DAKO)
2 6)
, 抗 E B V E B N A-2 マ ウ ス M oA b
(D A K O)
1 0)
, 抗 ヒ ト p5 3 が ん抑制遺伝子産物 マ ウ ス MoAb
(D A K O)
2 7)お よ び 抗 ヒ トbcト2 が ん遺伝子産物 マ ウ ス M oAb
(D A K O)
28)を用 い て免疫染色を行 っ た . IS Hと 同様 に, 作製し
た薄切標本を脱 パ ラ フ ィ ン し た後 ア ル コ ー ル 系 列を通 して風乾
し, 次 に10m M クエ ン 酸横衝液 bH 6.0) に浸 して5分間 マ イク
ロ ウ エ ー ブ で 処理 し た . なお , 10m M クエ ン酸 緩衝液は ク エ ン
酸 一 水和物2.1gを900mlの 蒸留水 に溶解 し2 M NaO H でpH 6.0
に調整 した もの を用い た .
次 に 内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を阻害す る ため に3 %過酸化水
素水 のA E O) に5分間浸 し た . さ ら に非特異的反応を防ぐため
に ウ シ 血 清ア ル ブ ミ ン (D A E O) に5分間浸 し た . ウ シ血 清アル
ブ ミ ン をT BS で 100倍 に希釈 した抗体希釈液 (D A K O)を用い
て
, そ れ ぞ れ 25倍 , 3 0倍 , 5 0倍, 50倍 に 希釈 し た 抗E B V
L M P-1マ ウス M oA b, 抗 E B V E B N A-2 マ ウ ス M oA b, 抗 ヒ ト
Table 2. The pre v ale n ce of EBV- aSS O Ciated gen eproducts a nd p53in prlm aly gast ric lympho m a and n odal B- C ell
lympbo m a
0rigin Path｡l｡gy 慧£慧S
No. ofexpr essio n
-
PO Sitive cas es
REBE L M P-1 EBN A-2
Gastric Total
lympho m a Ds m allclea v ed
D mixed
D la工ge
M A L T typehigh～gr ade
lo w-grade
Nodal Total
lympho m a Fs m allcle av ed
F mix ed
F large



































































































D,diffuse; F,follicular; MALT, m u COS a- aSS O Ciated lym phoidtis su e;N D, n Otdo n e.
*
p<0.05c o mpared withtheprev alen c e of E B E Rin n odal B- Cel1 1ympho m abyFisher
■
s e x acttest･













Expr es sio n
L M P-1 E B N A-2 p5 3 bcl-2
67 D s m allcle av ed, B
5 9 Dmixed, B
63 D large, B
86 D large, B
60 M AL Tty pe, B
(lo w-gr ade)
















胃原発非ホ ジキ ン リ ン パ 腫 にお ける E B ウ イル ス の 関与
p53がん抑制遺伝子産物
マ ウ ス M oA b お よび抗 ヒ トbcl-2 が ん遺
伝子産物 マ ウ ス MoA b を
一 次抗体 と し て20分間反応 さ せ た 後
T BS で 5分間ず つ 3回洗浄 し た . 次 に ビ オ チ ン 化 二 次 抗体
(DA E O) と20分間反応さ せ , さら に べ ル オ キ シ ダ
ー ゼ標識 ス
トレプトア ピ ジ ン (D A K O) と10分間反応させ た後, 壊衝液で5
分間ずつ 3回洗浄 した . 最 後に ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 発色基質溶液
と10分間反応さ せ た 後蒸留水 に浸し反応を停止さ せ た . カ ラ
ッ チ ヘ マ トキ シリ ン (Sigmわ で 後染色を行 い グリ セ ロ ー ル ゲル
に て封入 し た . 陽性 コ ン ト ロ ー ル と して L M P-1 に は既 知 の
LM P-1陽性 ホ ジ キ ン 病リ ン パ 節組織 パ ラ フ ィ ン 包埋薄切標本
(D A E O より供与)を, E BN A-2に は既 知 の E B N A-2陽性 日和見
リ ンパ 腫の 小腸粘膜組織 パ ラ フ ィ ン 包盤薄切標本(D A K O より
供与) を, p53蛋白に は既知の p53蛋白陽性肺癌組織 パ ラ フ ィ ン
包埋薄切標本(D A K O より供与) を, bcl-2蛋白 に は既知のbcl-2
蛋白陽性劇包性リ ン パ 腫 の リ ン パ 節組織 パ ラ フ ィ ン 包盤薄切標
本(D A E O より供与)を用 い た . 陰性 コ ン ト ロ ー ル と し てサ ブ
クラスIgG lマ ウ ス MoA b(D A K O)を 一 次抗体 と して 用い た .
腫瘍細胞が10 %以上 染まるもの を陽性 とした29).
3. 同 一 切片にお ける L M F l とE B E Rの 二 重染色
免疫組織化学染色に示 した方法に従 い , 先ずL M P-1の 免疫組織
B
Fk･1･ An e x a mple of E B ER-PO Sitivega striclympho m a(ca se
no･3 in Tbble3.). ㈱ H-E stain, 0riginalmagnificatio nx 200.
(B)T his c a sediagn o s ed a sE B E R:pO Sitiv e. 1me m ajority of
lympho ma c ellssho wpo sitiv e nu clearStainingu slnganin situ
hyb ridiz ation(IS =)techniqu e. 0 rigin alm agniBc ado n X 200.
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化学染色を行い , 後染色は行 わず に引き続き生体内局所 ハ イ プ
リ ダイ ゼ ー シ ョ ン に示 した プ ロ テ ア ー ゼ K処 理に移 っ た. 以降,
同様の操作 にて ハ イ プリ グイゼ ー シ ョ ンを行っ た.
撃≒■二･
B
Fig･ 2･ Doubleim m u n o staining c o mb in ingISIJ for E B ER and
labelled str epta vidin-biotin (LS A B)for L M P-1(C a S er10 .3 in
T able3.). 仏)0riginalm agnific atio n X 200. (B) ×1,(X氾.
Fig･ 3･ A c ase diagnosed asp53-POSitive･ Som elympho m a
Cellsin high-gradele sio n s of MAIJ lympho m a sho w po sitiv e
nu cle ar stain ng usingl.S A B te chniqu e. c ase no.6 in T 曲1e3.
0 rig nalm agniBc ation X 400.
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Ⅱ . 統計学的検討
対象 となる両群間の E B E R陽性率の 有意差検定は Fisher の
直接確率計算法 で行 っ た . 生存率の 算出は Kapla n-M eie r法で
行い , そ の 有意差検定は M antel-Cox 法で 行っ た ･ 地域 別E BV
陽性頻度の有意差検定は カイ 2乗検定で行 っ た ･
成 徳
Ⅰ . 胃原発お よ び節性 B細胞性 N H L にお け る組織型別潜在
E B V関連遺伝子産物 お よぴp5 3蛋白の発現頻度
胃原発N H L と節性 B細胞性 N H L で E B V関連遺伝子産物 の 発
現濁度を比較 した (表2). E B E R は胃原発 NHL 66例中6例
(9.1 %) で 陽性で あっ たが , 節性 B細胞性 N H L では 全例陰性で
部
あり, 両 群間に有意な差(P<0.05)を認め た ･ L M P-1 につ い ては
胃原発 N H L で は E B E R陽性6例中4例 (66.7 %) で 陽性となっ
た . 岬 方 , 節性 B 細胞性 N HL で は全例陰性であ っ た . 胃原発
N H L で は E B N A,2 は全例陰性 , p53蛋白に つ い て は高悪性度粘
膜関連 リ ン パ 組 織塾 (m u c o s a- aS S O Ciated lymphoidtiss u e,
M A m) リ ン パ 腫 の 1例 の み 陽性 であ っ た が低悪性度M AIJリ
ン パ 腫で は 全例陰性で あ っ た . な お , 節性 B細胞性 N H L では
E B N A-2 お よびp53蛋白 に つ い て は検討 しなか っ た ･
Ⅱ . E B E R陽性例 に お け る病理組織学的所見と E BV 関連遺
伝子産物ならび に癌遺伝子発現 との 関係
E B E R陽性 6例 を表3 に示す. 6例 中2例 が M リンパ 腫で
あ っ た が , 全体 と して 組織型 に偏り は み ら れ なか っ た . 図1 に
Table4. Clin c aldata onE BE R-PO Sitiv epn m ary gastriclympho m a
cas eno. M acro sc oplCPathology C-inicalstage Tre atm ent Ou
tc om e
9×8.5c m ulcer afftcting posterio r
W allat body
4×3 c m ulc er afftctinglesser
C ur Ve at body
5×5c m tu m or afftcthg gre ater
C ur V e at body
6×6c mtu m or afftcting gr eater
Cu rV e at 伽ndn s
2 ×2cm ulc er aftcting an terior
W a11at body
5×5.5c mtu m or atprepyr olu s
7×5.5c mtu m or aff tctinglass er
Cu rVe at body
Totalgastre ct o my A liv ein CR
Splen e cto my
C HOP X 2
H B E PX3
C甘E PX 4
Totalga strecto my A livein CR
CHOP X 2
Totalgastr ectomy A liv ein CR
AC OPX5
CHOP X 2 A liv ein CR
Subtotal gastre cto my A liv ein CR
Sple n e ctomy
C HOPX 5
Totalgastr ecto my Aliv einCR
Splen ecto my
c lin c alstage, An nArbor classi nc ation;CR, C O mPlete re missio n;CHOP･CyC
10pho spha mide750 mg/m
2intr av enou sd rip
infusion (day l) do x o rubicin 50mg/m
2intra ve n o usd rip infusio n(day l) vin cristin el･4 mg/m
2 intr ave n ou sbolu s
infusion(dayl)pr ednisolo n e30 mg/m
2
0raladministratio n(daylto5);H B E P, do x o rubicin30 mg/m
2intr av e n ou sd rip
infusion(dayl,5)behenoylcyto sin e ar abin oside2 0 0mg/m
2intrav en o u sd ripinhlSion(dayl to 7)etopo side7 0mg/m
2
intr av e n o usdripinfusion(dayl to5)prednis olo n e40 mg/m
2
0raladministr atio n(day l to7);C HE P･ CyClophosph amide
750mgJm
2intr av eno usdripinfusio n(dayl)do x o rubicin50mg/m
2intra v en o u sd rip infusio n(day l)etopo side70 mg/m
2
intrav e n o usdripinfusion(day l to 5)prednis olo n e40 mg/m
2
0 ral administratio n(dayl to 5);AC OP,do x orubicin 40
mg/m
2intr av en o u sdripinfusion(dayl)cyclopho sphamide500mg/m
2 in tra v en o u sd ripinfusio n(day l)vincristin el･4
mg/m
2intrav e n o usbolusinfusio n(dayl)prednis olo n e2 0mg/m
2
0 raladministratio n(daylto8)･
Table5. T hein ciden c e ofE BV - aSS OCiatedprim ary gast riclym Pho m ain the w o rld
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Fig.4. Kapla n
-M eie r e stim ate of o v e r alls u rviv al in E B E R-
positiv eprim ary ga striclympho m a(n=6)a nd E B E R- n egativ e
prim a ry ga stric lympho m a(n =25). Ov e r all s u rviv al
perc entage sfo rEB E R
-PO Sitive a nd E B E R-n egativ epatie nts at
120m o nths w e r elOO %a nd 54.3 %, r e Spe Ctively (p<0.0 5).
- ･ ･ ･ d ･ ･ ･ ･-,E B E R-pO Sitiv e; - ,E B E R-n egativ e.
症例3の H E像 と そ れ に d 致 す る部位 の E B E R陽性像を示す
(図1 A, B). E B E R陽性6例中4例(66.7 %)で L M P-1 が陽性 で あ
っ たが , こ れ らL M P-1陽性例に つ い て E B E R と L M P-1の 二 重染
色を行うと , L M Prlの 発現 して い る 細胞の ほ と ん どが E B E R陽
性細胞であ っ た (図2 A, B). p53蛋 白は E B E R陽性6例中4例
(66.7 %) で 陽性 と な っ た . p53蛋白 は M AI ∫ リン パ 腫 の う ち高
悪性度M A L T リン パ 腫 の 1例 で 陽性 で あ っ た が , 低悪 性度
M リン パ 腫で は 仝例陰性であ っ た (表2). 症例6で は, p53
蛋白は M リン パ 腫が 組織学的に転換 した と 考えら れ る 高窓
性度M A L Tl) ン パ 魔 の 領 域 で は 陽性 で あ っ た が , 低悪 性度
M A Ur リン パ 腫 の 領域 で は 陰性 であ っ た (国3). bcl-2蛋白 は
EBE R陽性6例中3例(50.0 %) で 陽性 と な っ た . bcl-2蛋白は 生
理的発現部位であ る非増殖性小 1) ン パ 球 の み な らず, E B E R陽
性部位 にお ける 一 部の 腫瘍細胞でも陽性 と な っ た .
Ⅱ . E B E R陽性例 の臨床億
EB E R陽性6例 の 臨床像 を表4に 示す . 仝例年齢の 中央値 (59
歳)以上 で あり, 高齢者 に多い 傾向が み ら れ た . 肉眼所見で は
胃休部に多く み ら れ , 仝例巨大腫痛また はF--一亡大潰瘍 を形成 して
い たにもか か わ らず, 治療 に よく反応 し, 寛解, 生 存中で ある .
Ⅳ . EB E R陽性例 の予後
胃原発 N H Lの う ちE B E R陽性の 6例 と 予後追跡が 可 能で あ っ
たE B E R陰性 の 25例 の 全 生 存率 (o v e r alls u r vi al r ate) を
Kaplan-Meie r法 で 比較検討 した . 10年生 存率は E B E R陽性例で
100 %
, E B E R陰性例 で 54.3 %で あり, 両群間 の 生 存率 に有意
な差(Pく0.05) を認 め た (図軋
Ⅴ. 胃原発 N H L に お ける E B V陽性頻度
胃原発N H L に おける E B V陽性頻度を過去 の 報告と比較 し た
(表5). ドイ ツ と 比較す る と 中国, 韓 国な どの ア ジ ア 地域で は
陽性頻度が高い が 2 5)3 0)31), 日 本で は中国 より は低い 傾向
32)が み
られた∴ しか し, 統計 学的 に は 中国と 日本 の 間 に有意 な 差 は
認めら れなか っ た (Pニ0.13). 国内 にお い て は, 九州地方で の 陽




近年E B V と種 々 の 悪性腫瘍 と の 関連 に つ い て の 研 究が 進め
ら れ て お り, 造血器腫瘍の み な らず 胃痛 と E B V との 関連 に つ
い て も多数の 報告がなさ れ てい る . E B V は通常唾液を介 して 口
腔粘膜上 皮や B リン パ 球 に感染 し, そ の 一 部 は免疫監視機構を
逃 れ, 終 生増殖の 場と して 存在 し続ける . 胃粘膜 へ の 感 染経路
に つ い て は , リ ン パ 球を介す る経路や唾液中の E B V粒子 の 嘩
下 を介す る経路 な どが 想定 さ れ て い る こ と か ら, 今 臥 胃癌
と同様 に胃原発 N H L につ い てもE B Vと の 関連 がある か否 かを
検討 した .
な お , E B Vの 検出 には , 感受性, 特異性 が とも に高く, パ ラ
フ ィ ン 包埋切 片で も検索可能な E B E R に対す るIS H法を用 い
た
.
今回の 検討で の 胃原発 N H Lの E B E R陽性率は9.1 % で, 対照
の 節性 B細胞性 N H L で は全例陰性 であり, 両群 の 間 に は 有意
な差が認め られ た . 節性 B細胞性 N H L で E B E R陽性率が4 %で
あ っ た と の 報告3 3)もあ るが , い ず れ に して も胃原発 N H L に比
較 して 陽性率 は低 い と 考え ら れ る . 日 本 人の 胃癌組織 で の
E B E R陽性率は8.6 % であり
12)
, 本研 究で の 胃原発 N H L におけ
る E B E R陽性率と ほ ぼ 同率であ っ た こ と, また E B V関連胃癌は
全組織型で認め ら れ る が , 特 にリ ン パ 上 皮腫類似胃痛 に高頻度
に認め られ る 3 4)こ と は, E B Vが両者 に共通す る発生原因 の 一 つ
と な っ て い る 可能性 を示唆する結果 と考え られ 興味深 い .
E B E R陽性胃原発 N H Lの 組織分類 で は6例中2例 が M A IJl)
ン パ 腫 で あ っ た . こ れ まで , E B V関連胃原発 N H Lの 組織分類
で M リン パ 腫 の 形態を示 した もの は欧米, 中国か ら の 報告
に は なく , E】本人で2例報告 さ れ て い る に すぎ な い
32)
. 本研究
で の M AI J リン パ 腫2例の うち1例 は, M リン パ 腫 の 組織
の 一 部 が 高悪性度リ ン パ 腫 に転摸 して い た が, E B E R は両部分
と もに陽性であ っ た .
E B V関連遺伝子産物 と してL M P-1, E B NA-2 に つ い て検討 し
た と こ ろ , L M P-1 は E B E R陽性6例中4例 で陽性 と な っ た が ,
E B N A-2 は仝例陰性であ っ た . E B V感染細胞の 表現型は , E B V
関連遺伝子産物特 にL M P-1, E B N A-2の 党規形式 によ り, L M P-
1陰性 , E B N A-2陰性の 発現形式を と る Ⅰ型潜在性 (Late ntI),
L M P-1陽性ま た は 陰性, E B N A-2陰件 の 発現形式を と る Ⅱ 型
在惟 (Late ntII), L M P-1陽惟, E B N A-2陽性の 発現形式をと る
Ⅲ 型潜在性(btentⅢ)の 3型 に分類さ れ る
21)
が, 今回の 検討で
は胃原発 N H L はL M P-1 が 一 部の 症例で 陽性 と な り, E B N A-2 は
全例陰件 であ っ た こ とか ら, ホ ジ キ ン 病, 上爛頭痛と同様Ⅲ型
潜在性 の 範疇 に属す るも の と 考 えら れ た . ち な み にE B V関連
胃癌 に お ける 表現型 は バ ー キ ッ トリ ン パ 腫 に代表さ れる Ⅰ型潜
在性 の 発現型で , E B V閑適胃原発N H L と は発硯形式が異 なる .
こ の こ と か ら , E B V関連胃痛と E B V関連胃原発 N H L と で は腫
瘍化 に到る機序が異 なる と考え られ る.
が ん 抑制遺伝子蛋白の 一 つ で あ る p53蛋白 は , 試験管内で
E B N A-2 と結合 して B リン パ 球を不死 化する こ と が 知ら れ て お
り , E B V によ る腫瘍化 と密接 に関わ っ て い る と 考えら れ て い
る . 本研究 で の p53蛋白は E B E R陽性胃原発 N H L6例中4例で
陽性 であ っ た が , E B N ふ2 は全例陰性であ っ た . E B V関連 N H L
に お い て E B N A･2 とp53蛋白 の 発現 に は 明 らか な関連は認め ら
れ ない と い う報告もあり19)2 0), 今 回の成績 は そ の 報告を支持す
る結果で あり , E B N A-2を介さな い 腫瘍化機構の 存在も考え ら
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れ る. p53蛋白 ほ胃原発N H L全体で み ると , M A 汀 リン パ 腫以
外 の 組織型で は28.8 % で陽性 であ っ たが , M 封 ∫ リン パ 腫で は
高窓性度 M リン パ 腫の 1例 の み が 陽性であ っ た ･ なお , 本
例 で の p53蛋白は低悪性度 M AI∬ リン パ 腫の 領域 で は 陰性で ,
組 織学的に転換 し た高悪性度 M リン パ 腫領域で の み 陽性で
あ っ た . M A u
､
リ ン パ 腫で はp53蛋白 は発現 して い な い と の 報
告が ある
35)
が , 最近で は M リン パ 腫 を低悪性度塑 と高悪性
度型 に分類 し36), 組織学的 に転換 し た組織を有す る M A u
､
リ
ン パ 腫, すなわ ち高悪性度 M リン パ 腫で は p53蛋白は発現
し てい る と の 報告もあり
37)
, 今回の 成績 は その 報告 を支持する
結果であ っ た . こ の こ と か らp53蛋白の 発現は M A Lr リン パ 腫
の 組織学的転換 に何 らか の 役割を な して い る 可 能性が示唆 され
る . こ れ ら の こ と は, 大腸癌 にお ける腺腫の 癌化 にお い て , 腺
腫 の 時期 で は p53蛋白 の 発現 は認 め ら れ な い が , 癌化 す る と
p53蛋白 の 発現 が認 め ら れ る とい う報告
38)と類似 して おり , p53
蛋白と発癌 と の 密接な関係 を裏付け る結果と考える .
LM P_1 お よ びbcl-2蛋白 に つ い て は, E B E R陽性 であ っ た 6例
につ い て の み検討 した が , LM P-1 は4例 に陽性となり, こ の う
ち3例 はbcl-2蛋白も陽性 であ っ た . ま た, L M P-1陰性 の 2例 は
bcl-2蛋白も陰性で あ っ た . なお , E B N A-2 は仝例陰性 であ っ た ･
L M P-1 は試 験管内 で は E B N A-2 に より活性化さ れ , こ の 活性化
した L M P-1 はbcl-2蛋白 を活性化 し, ア ポ ト ー シ ス を防ぐと さ
れ て い る
21)が , 本研究 で は , L M P-1 とbcト2蛋白 と の 密接な関
連性は見い だ し得なか っ た .
E B E R陽性 の M リン パ 腫の なか で組織学的転換を有 し な
い 低悪性度 M リン パ 腫で はbcl-2 蛋白陽性, p53蛋白陰性で
あ っ たが , 組織学的転換 を有す る高悪性度 M リン パ 腫で は
bclr2蛋白陰性, p5 3蛋白陽性 であ っ た . 低悪性度 M AIX
l) ン パ
腫で は 摘 凄 遺伝子 の 発現 は高い が , ♪53遺伝子 の 発現は低く ,
高悪性度に変化す る に つ れ て , 両遺伝子 の 発現 は逆転する と の
報告
3 9)もある が , 本研究で も同 じ結果が得 ら れ た . こ の よう に
E B E R陽性例 に お い て L M P～1, p53蛋軋 bclr2蛋白の 発現が全
例 に お い て 認め ら れ る わ けで は な い と い う結果か ら 考え る と,
E BVの 潜伏感染 に よ っ て こ れ まで 想定さ れ て い た機序 と は 全く
別の 機序で腫瘍化が起 こ っ て い る 可能性 が考えら れ る ･
E B E R陽性胃原発 N H Lの 臨床的特徴 と して , 全例が 年齢の 中
央値 以上 で , 高齢 者 に多い 傾向が み られ た . また , 巨大憤瘍ま
た は 巨大艦癒を形成 して い る にもか か わ ら ず治療 に は よく反応
し, 仝例 が 寛解 し, 無病生 存中であ る. E B E R陽性胃原発 N H L
例 と予後追跡 が可能 であ っ た E B E R陰性胃原発 N H L例で 仝 生
存率 を比較 し た と こ ろ , 前 者 の 予後 は 有意 に 良好 であ っ た ･
E B E R陽性胃癌も予後が 良好 である こ と が知 ら れ て い る が , こ
の 機序と し て ウ イ ル ス 感染 に よ り免疫監視機構 が活性化 さ れ ,
制病的 に作用 し て い る 可 能性 が考え られ て い る
4 0)
. E B ER陽性
胃原発 N H L でも胃痛 と同 じ よう な 機序 に よ り予後が 良好 であ
る と推定され る. こ の よう なこ と か ら E B E R発現の有無は予後
予測因子の 一 つ と な る可能性もあり, 今後の 検討が望まれ る･
E B V関連胃原発 NH Lの 地域別陽性頻度を こ れま で の 報告例
を基 に検討した と こ ろ, わ が国で の 発生頻度 は中国よりも低く ,
韓国とほ ぼ 同程度 であ っ た . なお , 国内で は九州地方と北陸地
方で の 発生頻度 に差 は認め られなか っ た . 統計学的に は 中国と
比較 して有意な差 は認め られ なか っ た が , 韓国, 日 本よ り陽性
頻度が高い 傾向が み ら れ た. そ の 理 由と して , 人 種的 な要因 の
ほか に環境要因 が関わっ て い る可能性もあり, 今後 さ ら に広域
で の 調査 が必要と考え られ る .
結 論
胃原発 N HL に おけ る E B Vの 関与 に つ い て検 討す る た めに,
E B ER に対す るIS H法お よ び 免疫組織化学染色を用い て検討し,
以下 の 結論を得 た .
1 . E B E R一IS H に よ る検討 で は , 胃原 発 N H L 6 6例中 6例
(9.1 %)で E B E R陽性であ っ た･
2 . E B E R陽性 6例中 4例 (66.7 %) で I.M P-1陽性で あ っ た .
E B E R と L M P-1の 二 重染色で , L M P-1の 発現 して い る細胞のほ
とん どが E B E R陽性細胞 であ っ た . ま た, E B N A-2 は仝例陰性
であ っ た .
3 . E B E R陽性 6例中 4例(66.7 %) で p53蛋白陽性であっ た.
M リ ン パ 腫13例 の うち高悪性度 M リン パ 腫1例 で 陽性
例 を認め た が , E B E R検出 の 有無 にか か わ らず低悪性度M 瓜汀
リ ン パ 腫12例 で は 全て 陰性 であ っ た .
4 . E B E R陽性 6例中 3例 (5 0.0 %) で bcl-2蛋白陽性で,
生理 的発現部位 であ る非増殖性 の 小リ ン パ 球 だけでなくEB ER
陽性部位 の 一 部 の 腫瘍鯛胞でも陽性 と な っ た .
5 . E BE R陽性 胃原発 N H L 6例 は, い ず れ も年齢 の 中央値を
越え高齢者 であり, しか も巨大腫痛や 巨大潰瘍 を形成 してい た
に もか か わ ら ず, 全例が 寛解 し, 無病 生存中であり, 予後は良
好と考え られ た . し たが っ て 胃原発 N H L に おい て は E B Vの関
連の 有無が予後予測因子 の 一 つ と なる 可能性があ ると 考えられ
た.
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A bstra ct
Rece ntly, the associatio n of Epstein
- Barrvir u s(E B V)with ade noc a rcino ma ofthe st om a ch ha sbe en highlighted bythe
c a rcinoge n lClty Ofthis viru S･ In this study, W e e Xamin edthe pr e vale n c eofthe E B V
- a SS OCiated prl m a ry gaStric lymphoma
u sing E B V
-en COded sm allRN A(E B E R)in situ hybri dizatio n(IS H)･ Pa rafin - e mbedded section sobtain ed 丘
･
O m 6 6c ases with
prl mary ga Striclympho m a we re st udied･ To deter mine theloc a
lization ofthe E B V histologl C ally,IS Hwerec a rried outuslng
E B E Rsequ e n c e s a t arget･ A c o m m ercially a vailable flu ores cein
-C OrUugated oligom er seque n c e w a s ued･ Depar affinized
se ction s were rehydrated, a nd then tr eated with pr otein a se K ･ A fterdehydratio n, the s e ctio
n sw e re airMd ried･ Hybridizatio n
w as perfor medfor 2 hr at3 7℃ in a m oist ch amber･ A fte r w a shing, dete ction w as ac co mplished u sing a mou s e a nti
-FIT C
a ntibody, a nA P
- C O nJugated rab bit anti
- m Ou S ea n tibody, B C IP/N B T de velopm e nt and m ethyl gre e n c ou nter stain l ng･ As
positiv e co n tr ol, E BV-PO Sitivelym ph node s e ctions obtained fr om a patie nt with Hodgkin
'
s dise as e wereproc e sed･
Sim ultan eou sly, W e als oexamined im m u n ohisto che mic ally the e xpr e s sions of E B V
-1ate nt m e mbrane protein
-1(L M P-1),
nu clear antige n-2(E BNA-2), and o nc opro tein sbcIN2 andp5 3using alabe11ed str epta vidin -biotin m e thod to e valua tewhether
the reis a ny cor relatio nbet we en theprev ale n c eofE B E Ra ndthe e xpr essions ofthos e s ubstanc e s･ Allofthe 66c as e s w ereB
-
cellty pe, and 6(9.1 %)oftho se c as e s wer eE B E R-PO Sitiv e･ Tw o ofthos e6 c a s es w e re diagnos ed a sprim arylow grade
gastric lympho m aof M A L Tty pe ･ Fou r ofthose 6 c a s e s were positiv efor L M P




-2 and 4po sitive fo rp5 3･ Inlo w
-
grade M A L T lym pho m a s,P5 3w a s negativ e regardle s s ofpositiv lty Of E B E R･
How e verin o n ec as e of high
-
grade M A L T lymphom a, P5 3w a spo sitiv e･ T he endoscopic findings of E B E R
-
POSitiv epn m ary
gastriclym pho ma sho w ed la rge ulcers a nd/or bulkytu m o rs･ Ho wever･ alloftho
s e6 ca s e s a chie v ed c o mplete re mis sio n and
are stillaliv e･ T his re s ult sug gests thatE B V
-a SS O Ciatedprim ary gastriclym phom ais progno stic allyfa vorable ･
